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Resumen
Introducción: la leptospirosis es una zoonosis causada por espiroquetas del género
Leptospira spp. que pueden ser saprófitas o patógenas e infectar a mínimo 174 especies
animales. En el caso de la leptospirosis no existe un control totalmente efectivo; siendo
importante la detección temprana del agente, por lo tanto, se hace necesario mejorar los
procedimientos de detección y buscar alternativas para evitar su transmisión. Objetivo:
realizar un estudio molecular preliminar del gen lipL32 de Leptospira spp. en porcinos de
granjas bioseguras de Cundinamarca, Colombia. Materiales y Métodos: 9 cepas de
Leptospira spp. previamente aisladas de orina de porcinos, y preservadas a -70oC, fueron
reactivadas y cultivadas. Se determinó que los cultivos estuvieran libres de contaminantes y
se compararon los procesos de extracción de ADN utilizando dos tiempos de incubación.
Para la PCR se emplearon 3 formulaciones con el fin de amplificar el gen lipL32 (423 pb)
Resultados: se determinó que el tiempo de incubación óptimo fue de 3 horas; aunque, es
posible obtener buenos resultados con un tiempo de incubación menor. Con los productos
amplificados se determinó, que de las tres formulaciones la que mejor resultado mostró, fue
el número 3, con una concentración de cebador de 0,4 µM y un volumen final de 25 µL, que
permitió amplificar la banda de 423 pb correspondiente al gen lipL32. Estos resultados
muestran una reducción en la cantidad de reactivos sin comprometer la calidad de resultado;
esto implica, que se optimizan los reactivos incrementando el número de muestras que se
pueden analizar con un kit para PCR. Conclusión: la optimización de los procesos de
extracción y amplificación de ADN permite mejorar la identificación del agente por métodos
moleculares, facilitando un diagnóstico temprano para instaurar medidas de control
asociadas con los protocolos de bioseguridad en las granjas.

Palabras Clave: Leptospira spp, leptospirosis, cuantificación ADN, PCR, gen lipL32.
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Introducción
La leptospirosis es una zoonosis causada por bacterias espiroquetas del género
Leptospira spp, que agrupa diversas especies capaces de infectar diferentes hospederos
(Zarantonelli et al, 2018). Se considera la enfermedad zoonótica más extendida en el mundo,
pues es reportada en todos los continentes con la excepción de la Antártida, tanto en
ambientes urbanos como rurales (Suescún et al, 2017; Adler et al, 2010).
El género Leptospira spp. antiguamente se componía de dos especies L. biflexa
(saprófita) y L. interrogans (patógena), pero en la actualidad, diversos estudios genómicos
del género han aportado una cantidad diversa de secuencias genéticas para análisis
comparativos, estableciendo mínimo 22 especies; de las cuales 11 son patógenas, 4
oportunistas y 7 saprófitas (Vincent et al, 2019; Xu et al, 2014) y se cuenta con más de 300
serovares (Adler et al, 2010). Esta zoonosis afecta a animales silvestres y domésticos, entre
los cuales se encuentran principalmente: caballos, vacas, ovejas, perros y porcinos
(Calderón et al, 2013; Thibeaux et al, 2018; Torres Castro et al, 2018).
La transmisión de la bacteria puede darse de dos formas; la directa, se caracteriza
porque un organismo entra en contacto con fluidos corporales contaminados como semen,
leche, orina, sangre, entre otros; la forma indirecta caracterizada por contacto con agua y
suelos contaminados con el agente infeccioso, esta es la más común (De Brito et al, 2018;
Ospina et al, 2019; Baquero et al, 2010; Vincent et al, 2019; Jacobs et al, 2015).
Cuando los animales se infectan normalmente se tratan con antibiótico, controlando
la mayoría de los síntomas en individuos no crónicos (Thibeaux et al, 2018; Fernández et al,
2008); sin embargo, la prevención de la enfermedad; se limita a vacunas serovar específicas
que son corta duración (Yinghua & Qiang, 2019; Wang et al, 2007). Por lo tanto, la mejor
forma de evitar la transmisión y propagación de los agentes patógenos, que causan las
zoonosis, es controlar los factores de riesgo en las áreas de producción animal. Para evitar
la propagación de microorganismos una poderosa herramienta es la bioseguridad, esta se
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define como un conjunto de prácticas que permiten prevenir y evitar la introducción de
patógenos que pueden ocasionar enfermedades; igualmente, la identificación temprana de
los agentes infecciosos es importante para el control (Robertson, 2020).
Uno de los principales focos de infección y trasmisión de Leptospira spp. son los
porcinos, en esta especie productiva, el control de la bacteria es complejo debido a la falta
de vacunas con protección a largo plazo y efectivas (Lovera et al, 2017). Por lo tanto, en las
granjas porcinas es importante controlar los posibles brotes de leptospirosis mediante la
implementación de medidas preventivas. De esta manera, al realizar una identificación
temprana de la bacteria es posible aislar los porcinos infectados y fortalecer las medidas de
bioseguridad que minimicen la transmisión de la bacteria en las granjas, y así reducir los
problemas de salud, que ocasionan fallas reproductivas con pérdidas económicas en las
unidades de producción. Adicionalmente, al mejorar las medidas de bioseguridad se
disminuye el riesgo de transmisión de la bacteria a las poblaciones humanas y animales
(Silva et al, 2019; Mata-Haro et al, 2012).
En este caso, para la detección de leptospiras y/o leptospirosis existen técnicas
serológicas y moleculares; sin embargo, cada una de estas técnicas tiene sus ventajas y
desventajas; las serológicas son de bajo costo, pero requieren un largo tiempo antes de
obtener resultados y son indirectas; por el contrario, las técnicas moleculares son más
rápidas, son directas, pero son considerablemente más costosas (Riediger et al, 2017;
Nagraik et al, 2019; Costa, 2006; Bertasio et al, 2020).
La prueba serológica más utilizada para la detección de leptospirosis es el Test de
Microaglutinación Microscópica (MAT) que determina títulos de anticuerpos; sin embargo, los
resultados de esta prueba pueden ser falsos positivos, también se presentan problemas para
identificar infecciones en etapas tempranas o individuos crónicos (Miotto et al, 2018;
Waggoner et al, 2014). Otra técnica serológica para la detección de la enfermedad es el
inmunoensayo (ELISA), aunque esta prueba presenta fallas al detectar anticuerpos en
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pacientes que han estado libres de la enfermedad durante mucho tiempo y, además para
poder obtener un diagnóstico completo es necesario confirmar los sueros positivos con MAT
(Loong et al, 2018).
La identificación por PCR es una buena opción al poder identificar la presencia del
agente de manera rápida, y a un bajo costo (Hernández-Rodríguez et al, 2011), pero una
falla de este método es la incapacidad de identificar el serovar presente en el organismo
infectado; sin embargo, se pueden diseñar secuencias para identificar grupos específicos
permitiendo detectar el patógeno en etapas tempranas de la infección (Costa et al, 2006).
Para determinar la presencia de leptospiras utilizando la técnica molecular de PCR se
han usado diversos genes objetivo como rrs, rrl, flab, gyrB, ompL1, lig, lipL32, lipL21, lipL41,
y secY (Chandan et al, 2018; Hoseinpur et al, 2015; Hernández-Rodríguez et al, 2014),
también se han utilizado proteínas que se expresan durante la etapa de infección como las
proteínas Lig A y B (Raghavan et al, 2018); sin embargo, el gen lipL32 es una de las mejores
opciones al momento de detectar leptospiras patógenas, debido a que este gen codifica para
una lipoproteína que representa el mayor componente de la membrana externa y puede ser
un factor de virulencia en las especies patógenas (Chandan et al, 2018).
Esta técnica requiere de evaluación continua para mejorar el diagnóstico, por lo tanto,
es importante establecer y mejorar los protocolos teniendo en cuenta los equipos y
materiales disponibles en cada laboratorio de forma que sea posible aumentar la
productividad optimizando tiempos y costos de investigación (Bourhy et al, 2011; Guernier et
al, 2018; Sedlackova et al, 2013; Loibl, 2018). Precisar y optimizar estos procedimientos
relacionados con el diagnóstico, favorecen la identificación del agente, que ocasiona la
leptospirosis una zoonosis que afecta a la salud pública y la industria pecuaria (Mwachui et
al, 2015; Hernández-Rodríguez et al, 2017).
En Colombia un se ha reportado una subconfirmación por laboratorio en diferentes
zonas del país, lo que conlleva a reportes de incidencias por cada 100000 habitantes bajas
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en los años 2019 de 0,20 y de 0,13 en 2020 (INS, 2020). Además, un 40% de los casos de
leptospirosis en humanos son confirmados por laboratorio; sin embargo, el 63,1 % de los
casos notificados en 2016 por el Instituto Nacional de Salud (INS) fueron considerados
sospechosos, lo que demuestra la importancia de mejorar la efectividad y capacidad de
detectar esta enfermedad en diferentes muestras (INS, 2016). Otros autores han evaluado la
presencia de patógenos zoonóticos como la Leptospira en granjas semi-tecnificadas (PulidoVillamarín et al, 2019); también en la provincia de Camagüey, Cuba Barreto y colaboradores,
mostraron una correlación entre los anticuerpos positivos frente a Leptospira spp. en los
porcinos y humanos (Barreto et al, 2020).
Recientemente en Colombia se publicaron dos estudios que muestran las
implicaciones en el ciclo de producción porcina; lo que indica la importancia epidemiológica
que los porcinos representan como reservorios de la bacteria causante de leptospirosis
(Ospina & Hernández-Rodríguez, 2021; Ospina-Pinto et al, 2019). Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue realizar un estudio molecular preliminar del gen lipL32 de Leptospira spp. en
porcinos de granjas bioseguras de Cundinamarca, Colombia.

Materiales y métodos
1. Realización de cultivo y selección de cepas de trabajo
Se seleccionaron 10 cepas, congeladas a -70 °C, que fueron reactivadas; para esto
se sembraron en medios de cultivo Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris: (EMJH)
siguiendo el protocolo reportado por Hernández-Rodríguez et al., (2011). Estas cepas
previamente se habían aislado de orina de porcinos y habían sido tipificadas (HernándezRodríguez., 2017; Ospina et al, 2019). Las 10 muestras correspondieron a 9 aislamientos de
Leptospira spp. Leptospira spp. serovar Pomona, Leptospira spp. serovar Bratislava,
Leptospira spp. serovar Grippotyphosa, Leptospira spp. serovar Icterohaemorrhagiae,
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Leptospira spp. serovar Copenhageni, Leptospira spp. serovar Canicola, Leptospira spp.
serovar Hardjo, Leptospira spp. serovar Tarassovi, y Leptospira biflexa, también una cepa de
referencia tipificada como Leptospira spp. serovar Pomona y certificada por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) fue utilizada como control durante los procedimientos
realizados en este estudio.
2. Extracción y cuantificación de ADN de los cultivos
El ADN fue extraído de los cultivos puros utilizando el Kit QIAamp® ADN Mini Kit
(QIAGEN), se siguió el protocolo previamente establecido por Hernández-Rodríguez et al.,
2014 al cual se le realizó una modificación relacionada con el tiempo de incubación; en este
sentido, se evaluó la incubación durante 3 horas (Protocolo previo) y a 1 hora 30 minutos
(modificación). Se procedió a realizar la cuantificación utilizando el equipo nanodrop 2000
(Thermo Fisher) siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante en el manual de
usuario.

3. Estandarización de PCR gen lipL32.
Para preparar la PCR se utilizó la mezcla y el ADN respectivo de los cultivos sin
contaminantes y el control Pomona (ICA). Para la estandarización se emplearon tres
formulaciones de PCR así: en la formulación 1 se utilizaron 26 µL de Master Mix, 1µL de
cebador directo, 1 µL de cebador inverso, 18 µL de agua libre de nucleasas, y 2 µL de ADN
para un volumen final de 48 µL, con concentraciones finales de 0,2 μM de cada cebador, en
la formulación 2, se contemplaron 12,5 µL de Master Mix, 0,5 µL de cebador directo, 0,5 µL
de cebador inverso, 9,5 µL de agua libre de nucleasas, y 2 µL de ADN para un volumen final
de 25 µL con concentraciones finales 0,2 μM de cada cebador y finalmente en la formulación
3, se emplearon 12,5 µL de Master Mix, 1µL de cebador directo, 1 µL de cebador inverso, 8,5
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µL de agua libre de nucleasas, y 2 µL de ADN para un volumen final de 25 µL con
concentraciones finales 0,4 μM de cada cebador. Los cebadores utilizados fueron reportados
por León et al, 2006 y ratificados con un análisis bioinformático por Hernández-Rodríguez et
al, 2014, confirmando que esta secuencia solo amplifica para el gen lipL32 en Leptospira
spp. patógena con un producto esperado de 423 pb.
Después de preparar los tubos fueron llevados al termociclador (eppendorf
mastercycler ®) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de inicial de desnaturalización a
94°C durante 5 minutos, seguido de cuarenta ciclos a 94°C durante 15 segundos, 56°C
durante 35 segundos, 72°C durante 40 segundos, y un ciclo final de extensión a 72°C
durante 10 minutos. Posteriormente, los resultados fueron observados en geles de agarosa
al 1,5 % que se visualizaron en un fotodocumentador (Maestrogen).

Resultados
De las nueve cepas reactivadas tres cepas presentaron un buen desempeño en
cultivo, que se evidenció por un cultivo claro sin presencia de contaminantes; además, se
observó la formación del anillo de dinger, que es un indicativo de crecimiento de leptospiras
como se observa en la figura 1. De esta forma, en la tabla 1 se reportan las observaciones
microscópicas de las muestras analizadas. Se determinó que un 33 % (3/9) de los aislados
mostraron el mayor crecimiento, estos fueron los serovares Leptospira spp. serovar Pomona,
Leptospira spp. serovar Canicola, Leptospira spp. serovar Hardjo; por esta razón, para la
fase molecular se decidió continuar los ensayos utilizando estas tres cepas. En la tabla 1
también se observa que solo en el 11 % (1/9) de los cultivos se evidenció contaminación
severa.
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Anillo de dinger

Figura 1. Cultivos de Leptospira spp. en medio EMJH semisólido, con crecimiento óptimo
correspondiente a Leptospira spp. serovar Pomona (A), Leptospira spp. servoar Canicola (B),
Leptospira spp. seovar Hardjo (C) y Leptospira spp. servoar Pomona certificada ICA (D). En todos los
cultivos se observa el anillo de Dinger característico del género Leptospira.

Tabla 1. Observaciones en campo oscuro de los serovares de Leptospira spp. P:

Leptospira spp. Pomona; Br: Leptospira spp. serovar Bratislava, G: Leptospira spp.
serovar Grippotyphosa, I: Leptospira spp. serovar Icterohaemorrhagiae, C: Leptospira
spp. serovar Copenhageni, Ca: Leptospira spp. serovar Cannicola, H: Leptospira spp.
serovar Hardjo, T: Leptospira spp. servoarTarassovi, B: Leptospira Biflexa: P (ICA):
Pomona certificada por el ICA (control).
P
Cepa

P

Br

G

I

C

Ca

H

T

B
(ICA)

Crecimiento
+++

++

++

++

++

+++

+++

++

++

+++

NO

O

O

O*

O

NO

NO

O

O

NO

en CO

Contaminantes

CO: Campo Oscuro (40X); de acuerdo con las observaciones, un cultivo positivo tiene 1 Leptospira,
por campo óptico y se representa con un (+); si se observan más de 5 leptospiras se utiliza (++) y con
más de 10 leptospiras por campo óptico (+++) (Yan et al, 2008). Si fueron observados contaminantes
se representa con la letra O: observados, si no fue observada presencia de contaminantes se señala
con las letras NO: no observados. * representa el cultivo con la mayor contaminación observada.
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En la Tabla 2 se muestran los resultados de las cuantificaciones del ADN extraído de
los tres cultivos seleccionados por su óptimo crecimiento (sin contaminantes). Con la
cuantificación de ADN se determinaron, en la relación A260/280, valores entre 1,8-2,0 que son
considerados óptimos y que muestran que el ácido nucleico es puro sin contaminantes.
Estos valores se evidenciaron en el 100% (3/3) de las extracciones realizadas con un tiempo
de 3 horas. Los valores entre 1,6 y 1,8 son considerados aceptables, en ninguna de las
extracciones se evidenciaron estos valores. Los valores > 2,1 que evidencian contaminación
con RNA se obtuvieron en el 66% (2/3) de las extracciones realizadas en un tiempo de 1
hora y 30 minutos, y <1,6 que identifican contaminación con sustancias aromáticas fue
evidenciada en el 33% (1/3) de las extracciones de 1 hora y 30 minutos, estos valores son
considerados no óptimos.
Con la cuantificación de ADN también se determinó la relación A260/230 la cual muestra
la pureza del ADN frente a contaminantes como polisacáridos o RNA, los valores de 2,0-2,2
son los esperados y fueron los que se evidenciaron en este estudio en el 100% (3/3) de las
extracciones realizadas en un tiempo de 3 horas y en el 33% (1/3) de las extracciones
realizadas en un tiempo de 1 hora y 30 minutos. Valores de 1,8-2,0 son considerados
aceptables estos fueron evidenciados en un 66% (2/3) de las extracciones con un tiempo de
1 hora y 30 minutos.
Las concentraciones de ADN (ng/µL) fueron variables en las extracciones con un
tiempo de 3 horas se evidenciaron valores inferiores a 8 ng/µL. En las extracciones con un
tiempo de 1 hora y 30 minutos se evidenciaron valores superiores a 8 ng/µL.
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Tabla 2. Pureza, calidad y cantidad de ácido nucleico de las extracciones realizadas con diferentes
tiempos de incubación.
Tiempo
Cepa

1 hora 30 minutos
Relación
(A260/280)
1,2

Concentración
ADN (ng/µL)
8,3

Leptospira spp.
serovar Pomona
Leptospira spp.
2,7
9,5
serovar
Canicola
Leptospira
2,5
13,4
interrogans
serovar Hardjo
Leptospira spp.
2,3
50,4
serovar Pomona
(ICA)*
*Cepa control donada por el ICA

3 horas
Relación
(A260/230)
1,9

Relación
(A260/280)
1,9

Concentración
ADN (ng/µL)
4,0

Relación
(A260/230)
2,0

1,8

1,8

3,7

2,2

2,0

1,9

7,5

2,1

1,9

1,8

50,4

2,1

Los resultados de los tiempos de incubación demuestran que los valores óptimos en
las extracciones fueron los obtenidos con un tiempo de 3 horas (1,8-2,0), valores
correspondientes a una pureza y calidad óptimas; sin embargo, los resultados obtenidos
para 1 hora y 30 minutos muestran valores cercanos a 2,0, que oscilaron entre 2,3 a 2,7, en
la mayoría de los casos con leve diferencia frente al valor óptimo.
La tabla 3 muestra los resultados frente a las condiciones de las formulaciones; se
observa, que la principal diferencia entre la formulación 1 con respecto a la 2 y 3 es el
volumen del master mix, también se diferencian por la concentración empleada del ADN, en
la formulación 1 fue de 2,1 ng/µL, pero en la formulación 2 y 3 se empleó una concentración
de 0,32 ng/µL. Por el contrario, la diferencia entre la formulación 2 y 3, es la concentración
del cebador; en la formulación 2 la concentración es de 0,2 µM, y la formulación 3 es de 0,4
µM.
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Tabla 3. Resultados de PCR convencional frente a las condiciones generales del ensayo
Características

Formulaciones
1 (Control)*

2

Producto amplificado con
muy buena intensidad, sin
bandas inespecíficas
(carril 1 figura 2), pero se
empleó una mayor
cantidad de reactivos.

Producto amplificado con
una banda inespecífica
(carril 2; figura 2).

3

Producto amplificado con
una buena intensidad, sin
bandas inespecíficas
Descripción
(carril 3 figura 2); con
Resultado
menor cantidad de
reactivos, siendo la mejor
es opción en la relación
cantidad/gasto de
reactivos.
Master Mix**: 26 µL
Master Mix**: 12,5 µL;
Master Mix**: 12,5 µL;
Resultado frente Cebadores directo (F) e
Cebadores directo (F) e
Cebadores directo (F) e
a la condición de Inverso (R) c/u 1µL
Inverso (R) c/u 0,5µL
Inverso (R) c/u 1µL
reactivos
(concentración 0,2 uM)
(concentración 0,2 uM)
(concentración 0,4 uM)
Volumen Total: 48 uL
Volumen Total: 25 uL
Volumen Total: 25 uL
*Protocolo utilizado en el Grupo BIOMIGEN en los ensayos de PCR para Leptospira spp.

La figura 2 muestra el producto de PCR con tamaño de 423 pb correspondiente al
gen lipL32, que identifica las especies patógenas de Leptospira spp. En el carril 1 se observa
el producto correspondiente a la formulación 1 (empleada por el grupo BIOMIGEN), que
refleja una banda con mayor intensidad que se relaciona con el control positivo (Cepa
Pomona certificada por el ICA); en el carril 2, se muestra el producto obtenido con la
formulación 2, observando una banda inespecífica y el carril 3 muestra el producto
amplificado obtenido con la formulación 3 que refleja un resultado óptimo por la definición y
calidad de la banda.
A partir de los resultados se determinó que con la formulación 3 (25 µL de volumen
final, 1 µL de cada cebador con una concentración de 0,4 µM) se obtuvo el mejor resultado
en la relación del empleo de reactivos y la calidad del resultado obtenido. De esta manera,
con la formulación 3 fue posible reducir el consumo de reactivos y con ello los costos

15
asociados al empleo de la técnica de PCR para la detección de Leptospira spp. patógena,
sin afectar la calidad de los resultados obtenidos.

Figura 2. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,5 % teñido con bromuro de etidio. El Carril M corresponde
al marcador de peso molecular 1400 pb (Promega). En los carriles 1 a 3 se observan los productos amplificados
del gen lipL32 de Leptospira spp. obtenidos de las tres formulaciones empleadas en la PCR. Carril 1: Control
Positivo, Pomona ICA (Formulación 1: VF 48 µL, concentración del cebador 0.208 µM y 2.1 ADN ng/nL); Carril 2:
Pomona aislada (Formulación 2: VF 25 µL concentración del cebador 0.2 µM y 0.32 ADN ng/µL); Carril 3: Pomona
aislada (Formulación 3: VF 25 µL concentración del cebador 0.4 µM y 0.32 ADN ng/µL); Carril 4: Control negativo
Formulación 1; Carril 5: Control negativo Formulación 2; Carril 6: Control negativo Formulación 3.

Discusión de Resultados
Las bacterias del género Leptospira son demandantes nutricionalmente debido a que
requieren diversos metabolitos para su supervivencia, tienen un crecimiento lento y pueden
demorar de 2 semanas a 3 meses en crecer completamente en cultivo especializado
(Romero et al, 2016; Adler et al, 2014; Dhayabaran et al, 2019). Lo anterior explica los
resultados obtenidos en el presente trabajo donde se evidenció un crecimiento óptimo de
Leptospira spp. en un periodo de tres semanas. Estos resultados son similares a los
presentados por Guedes et al, 2020, quienes reportan un crecimiento mínimo a los 14 días e
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indican la dificultad en el cultivo de Leptospira spp. si se compara con cultivos de otras
bacterias Gram negativas (Guedes et al, 2020).
El cultivo de Leptospira se realiza en medio EMJH suplementado que contiene largas
cadenas de ácidos grasos como fuente de energía; sin embargo, la obtención de energía por
parte de la bacteria es lenta (Evangelista y Coburn, 2010; Tamara et al 2018) conllevando a
que los cultivos se contaminen con facilidad, debido a que estas cadenas de ácidos grasos
permiten el crecimiento y la colonización de otros microorganismos (Dhayabaran et al, 2019).
Se ha reportado por diferentes autores la dificultad de obtener un cultivo exitoso de
Leptospira (Goarant et al 2019). Bertacio y sus colaboradores reportaron un 38% de éxito
(133/347) en los cultivos realizados para aislar Leptospira spp. (Bertacio et al 2018); estos
resultados son similares a los encontrados en este trabajo se observó crecimiento en el 100
% de los cultivos realizados; se presentó un 33 % de crecimiento óptimo, sin contaminantes;
se evidenció contaminación ligera en el 55 % (cultivos recuperables) y solo el 11 % (1/9)
presentó contaminación severa.
Aún con el uso de antibióticos en el medio y el ambiente estéril, se puede observar
contaminación en algunas muestras, lo cual es algo común de acuerdo con reportes previos
(Nogueira et al, 2010). Se han reportado contaminaciones ligeras en cultivos de Leptospira
spp. entre 7% (15/215) a 39% (129/376) que son recuperables al ser sometidos a filtración
para eliminar los elementos no deseados en el cultivo (Guedes et al, 2020; Miraglia et al.,
2009). En este estudio se encontró un 55% (5/9) de contaminación ligera; estos resultados
son comparables con los reportados por Gonzales y sus colaboradores en 2018 quienes
reportan contaminación ligera en un 41% de las muestras empleadas para la identificación
de Leptospira spp. Otros autores reportan grados de contaminación grave con pérdida de los
cultivos en un 14% (Valbuena et al, 2015); en nuestro estudio, solo se presentó
contaminación grave en un 11% (1/9); por lo tanto, este único cultivo contaminado se
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descartó debido a que realizar extracciones con contaminantes llevaría a obtener ADN de
baja pureza y calidad (Arseneau et al, 2017). Un cultivo apropiado, en lo posible libre de
contaminación, es importante para obtener ADN puro y aplicable en pruebas moleculares
(Arseneau et al, 2017). De acuerdo con lo anterior; en este estudio, los cultivos que
presentaron resultados excelentes, sin contaminantes, correspondieron al 33% (3/9) y fueron
los seleccionados para las extracciones de ADN realizadas.
Durante los procesos de extracción se emplea la enzima proteinasa K, diversos
aspectos como la temperatura y tiempo de incubación afectan la efectividad de la esta
enzima (Villumsen et al, 2010; Arana et al, 2016; Ahmed et al, 2020; Nagraik et al 2019), en
el protocolo del fabricante establece periodos de incubación de 1 a 3 horas y algunos autores
han reportado buena efectividad en un lapso menor a 3 horas (Wise et al, 2016; Xiao et al,
2019). En este trabajo se evaluaron dos tiempos: 1 hora 30 minutos y 3 horas;
encontrándose que en el tiempo de incubación de 3 horas se lograron resultados óptimos
con ADN de mejor calidad; este resultado puede atribuirse al efecto de la proteinasa K en el
proceso de incubación, debido a que con un tiempo mayor de incubación esta enzima puede
actuar durante un lapso mayor, logrando romper los enlaces peptídicos de las proteínas y la
pared celular bacteriana de Leptospira spp. logrando resultados óptimos.
Respecto a las cuantificaciones en un periodo de 3 horas se evidenció que el total de
los ADN extraídos tuvieron valores entre 1,8-2,0 (relación A260/280); estos resultados son
coherentes con otros reportados previamente que se han considerado con calidad y pureza
óptimos, sin presencia de proteínas o RNA; libres de contaminantes (Vaidya et la, 2018).
Igualmente, en este trabajo fueron obtenidos valores entre 2,0-2,2 (relación A260/230), en el
100% de los ADN extraídos, en un periodo de 3 horas; estos resultados coinciden con
reportes previos que muestran que estos valores corresponden a un ADN puro, sin presencia
de contaminantes orgánicos (Bunu et al, 2020).
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En este trabajo los resultados de extracción de ADN, obtenidos en el periodo de 1
hora y 30 minutos, mostraron valores diferentes al rango 1,8-2,0 (óptimo) en la relación
A260/280; sin embargo, los valores obtenidos en este tiempo de incubación fueron cercanos,
oscilaron entre 2,3-2,7, se evidenció que el 75% de estos fueron cercanos a 2,0. Estos
resultados se pueden explicar debido a que las bacterias pertenecientes a Leptospira spp.,
presentan una mayor cantidad de lipopolisacáridos en su membrana externa y los ácidos
grasos presentan cuatro enlaces amino en el lípido A, en lugar de dos como en otras
bacterias Gram negativas; lo cual implica, un mayor tiempo para degradarse y hacer lisis, en
comparación con otras bacterias Gram negativas (Haake y Zückert, 2015; García-González
et al, 2015).
La relación A260/230 es considerada una medida secundaria de la pureza y calidad del
ADN, se emplea para determinar la presencia de contaminantes orgánicos los cuales son
subproductos del proceso de extracción de ADN como polisacáridos (O'Neill, 2011;
Kgomotso et al, 2015). De esta manera, los resultados de este estudio demuestran que el
100% de las muestras utilizadas que fueron sometidas a un periodo de incubación de 1 hora
y 30 minutos, mostraron valores cercanos a 1,9-2,0; lo cual permitió, considerarlas sin
presencia de compuestos orgánicos e indicando que un tiempo de incubación de 1 hora y 30
minutos fue suficiente para liberar estos compuestos de las muestras. Adicionalmente, la
presencia de compuestos orgánicos presentes en el ADN a amplificar dificulta el proceso de
PCR (Saenz et al, 2019; Vaidya et al, 2018); por consiguiente, con los resultados obtenidos
en este trabajo se pudo establecer que el ADN empleado fue de buena calidad y no afecto el
resultado de PCR, como se observa en los carriles 1 y 3 de la figura 2 que indican un buen
producto amplificado con una banda nítida y de buena calidad.
Por el contrario, en el carril 2, figura 2, se observa una banda inespecífica,
correspondiente a la formulación 2; que tiene una concentración de cebador de 0,2 uM, igual
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a la formulación 1, pero menor a la formulación 3 (0,4 uM) y con una concentración de ADN
de 0,34 ng/uL, igual a la formulación 3, pero menor a la formulación 1 (2,1 ng/uL). Los
resultados obtenidos en este estudio, con diferentes concentraciones de cebador y ADN,
coinciden con reportes previos, que muestran presencia de bandas inespecíficas, en los
productos de la PCR en tiempo real (qPCR), resultado de la estandarización de la técnica,
donde se probaron diferentes volúmenes y concentraciones del cebador (1,0 uL a 3,0 uL y
10 ng /nL a 25 ng /nL) (Chauve et al, 2020; Jonhson et al, 2019; Garafutdinov et al, 2015).
Adicionalmente, las concentraciones de cebador y ADN afectan la formación de estructuras
secundarias; de esta forma, una baja concentración de cebador aumenta la probabilidad de
uniones ADN-ADN inespecíficas y causa resultados inadecuados debido a que la velocidad
de anillamiento, entre el cebador y el ADN blanco, está determinada por sus concentraciones
e incrementa la presencia de bandas inespecíficas (Qamar et al, 2017; Arana et al, 2016;
Murat et al, 2020; Farrar et al, 2015). Así mismo, es probable que se afecte la temperatura
de fusión y acoplamiento; aumentado la formación de dímeros, relacionados con bandas
inespecíficas en los productos de PCR (Guernier et al, 2018; Nakano et al, 2003; Guido et al,
2017; Morozov et al, 2016; Zhaocheng et al, 2021; Batien et al, 2008; Chen et al, 2015; Gaby
et al, 2017; Lorenz, 2012; Dey, 2018).
Otro factor que puede generar productos inespecíficos, es el diseño inadecuado de
los cebadores debido a que no hay un buen acoplamiento con el ADN, también puede llevar
a diferencias en las temperaturas de fusión, siendo difícil seleccionar la adecuada para el
anillamiento con el cebador (Lorenz, 2012; Ahmed et al, 2020; Abdel et al, 2018); sin
embargo, en este estudio los cebadores utilizados fueron previamente reportados por Leon
et al, 2006, y confirmados mediante estudios bioinformáticos por Hernández-Rodriguez et al,
2014, comprobando la especificidad para el gel lipL32 presenten exclusivamente en
especies patógenas de Leptospira spp.
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Conclusiones


En el 100% de las muestras sometidas a un tiempo de incubación de 3 horas se
obtuvo un ADN de pureza y calidad óptimo (1,8-2,0) con cuantificaciones útiles en la
identificación del gen lipL32 de Leptospira spp. por PCR convencional y se evidenció
que el ADN obtenido en un tiempo de incubación de 1 hora 30 minutos, presentó
valores cercanos a 2,0, aceptables también para la amplificación por PCR.



El gen lipL32 se identificó en todas las muestras analizadas por PCR, obteniendo un
producto de 423 pb, con una buena calidad e intensidad de la banda; permitiendo
establecer a la formulación 3, con el menor volumen final (25 uL), como la óptima
frente a la formulación 1 previamente utilizada (48 uL).



Con este trabajo se contribuye en la reducción de costos para la identificación
molecular de Leptospira spp. con lo cual se puede realizar un diagnóstico temprano,
contribuyendo en la reducción de problemas reproductivos, reduciendo costos en las
producciones y minimizando el impacto en salud pública.
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